Purification of Soluble Recombinant Salmonella typhimurium Flagellin (FliC) Protein Constructs Expressed in Escherichia coli by Hooker, Jennifer Ann
Georgia State University
ScholarWorks @ Georgia State University
Biology Dissertations Department of Biology
Fall 12-17-2014
Purification of Soluble Recombinant Salmonella
typhimurium Flagellin (FliC) Protein Constructs
Expressed in Escherichia coli
Jennifer Ann Hooker
Georgia State University
Follow this and additional works at: https://scholarworks.gsu.edu/biology_diss
This Dissertation is brought to you for free and open access by the Department of Biology at ScholarWorks @ Georgia State University. It has been
accepted for inclusion in Biology Dissertations by an authorized administrator of ScholarWorks @ Georgia State University. For more information,
please contact scholarworks@gsu.edu.
Recommended Citation
Hooker, Jennifer Ann, "Purification of Soluble Recombinant Salmonella typhimurium Flagellin (FliC) Protein Constructs Expressed































  2.9. Maintenance of HEK­Blue™  hTLR5 and HEK­Blue™  Null I cells………  33 
    2.9.1. Reviving HEK­Blue™  hTLR5 and HEK­Blue™  Null I cells.……..  33 




























LIST OF FIGURES Figure 1.  Domains of flagellin monomer, FliC, from S. typhimurium……………………        6 Figure 2.  Orientation of flagellin monomer domains in a bacterial flagellum………  6 Figure 3.  Signalling pathway induced by the binding of a flagellin monomer to  human Toll‐like Receptor 5……………………………………………………………………………….      7 Figure 4.  Schematic of dendritic cell activation through binding of flagellin to  Toll‐like receptor 5… …………………………………………………………………………………………  9 Figure 5.  Linearized FliC protein with labeled regions and corresponding amino  acid sequences……………………………………………………………………………………………………  12          Figure 6. Diagram of chemical structure of lipopolysaccharide from E. coli……………  15 Figure 7.  Schematic of soluble and insoluble protein formation when recombinant  proteins are overexpressed in E. coli…………………………………………………………………..    16 Figure 8. SDS‐PAGE of soluble and insoluble protein fractions from fermentation  samples before and after induction of  recombinant FA4000 protein……………….  17 Figure 9. SDS‐PAGE of soluble and insoluble protein fractions from fermentation  samples before and after induction of the recombinant 5088 protein …………………..    18 Figure 10. Schematic of Applied and Environmental Microbiology (GSU) Purification Processes for A) Purification process for both soluble and insoluble protein and B) Purification process for insoluble protein ……………………………………….…………..………   24 Figure 11. Illustration of formation of phase separation in Triton detergents  above their cloud point………………………………………………………………………………………..  25 Figure 12.  Set up for Western Blotting using Xcell II Blot Module..……………………..  37   
x 
Figure 13.  SDS‐PAGE of FA4000 protein precipitated using different concentrations  of  PEG 3350 during purification…………………………………………..…………………..................  39 Figure 14.  SDS‐PAGE gel of 5088 protein precipitated using different concentrations  of PEG 3350 during purification …………………………………………………………….……………  40  Figure 15.  SDS‐PAGE of putative FA4000 protein purification samples taken  through 2‐phase separation step……………….…………………………………………………...…….  42 Figure 16.  SDS‐PAGE of putative 5088 protein purification samples taken through  2‐phase separation step..………………………………………………………………………………………  43   Figure 17.  SDS‐PAGE of hydrophobic interaction chromatography fractions for  recombinant FA4000 protein…………………………………………………………………………….   45 Figure 18. Chromatogram for hydrophobic interaction chromatograpy of  recombinant FA4000 protein.   ……………………………………………………………………………  46 Figure. 19 SDS‐PAGE of hydrophobic interaction chromatography fractions for recombinant protein 5088………………………………………………………………………………....  47   Figure 20. Chromatogram for hydrophobic interaction chromatography of  recombinant 5088 protein…………………………………………………………………………….…….  48 Figure 21.  Image of Western Blot for detection of recombinant FliC……….……….……  51 Figure 22.  TLR5 activity of purified FA4000 and 5088 proteins following hydrophobic interaction chromatography…………………………………………………………….………………….  54 Figure 23.  Chromatogram for protein desalting..…………………………………………….…..    55 Figure 24. SDS‐PAGE of FA4000 fractions collected from a desalting column..………  56 Figure 25. SDS‐PAGE of 5088 fractions collected from a desalting column…………….  57    
xi 
Figure 26.  TLR5 activity of purified FA4000 and 5088 proteins following removal  of residual salt from hydrophobic interaction chromatography…………………………….  58 Figure 27. Purification strategy for soluble recombinant FliC constructs expressed in E. coli……………………………………………………………………………………………………………..  59 Figure 28.  Comparison of TLR5 activity for refolded flagellin and 5088 proteins and soluble flagellin and 5088 proteins……………………………………………………………………..  61                   
xii 
LIST OF ABBREVIATIONS HPV……………………………………………………………………………………………..   Human Papilloma                     Virus GSU……………………………………………………………………………………………...  Georgia State                       University APC………………………………………………………………………………………………      Antigen Presenting                                     Cells TLR………………………………………………………………………………………………  Toll‐like Receptor IL…………………………………………………………………………………………………  Interleukin TIR………………………………………………………………………………………………..  Toll‐interleukin                      receptor LRR………………………………………………………………………………………………  Leucine rich repeat PAMPs…………………………………………………………………………………………  Pathogen‐Associated                     Molecular Patterns TLR5…………………………………………………………………………………………….  Toll‐like Receptor 5 DCs……………………………………………………………………………………………….  Dendritic Cells FA4000………………………………………………………………………………………….  Recombinant Full‐                     Length FliC Flagellin 5088……………………………………………………………………………………………..  Recombinant                       FliC:GP132 Fusion                      Protein  ET…………………………………………………………………………………………………  Endotoxin LPS………………………………………………………………………………………………..  Lipopolysaccharide 
xiii 
EU…………………………………………………………………………………………………  Endotoxin Units IB………………………………………………………………………………………………….  Inclusion Bodies PEG 3350………………………………………………………………………………………    Polyethylene Glycol                      3350 PEG………………………………………………………………………………………………  Polyethylene Glycol TFF……………………………………………………………………………………………….  Tangential Flow                      Filtration AEX……………………………………………………………………………………………….  Anion Exchange                      Chromatography HIC………………………………………………………………………………………………..    Hydrophobic                       Interaction                        Chromatography HEK……………………………………………………………………………………………...  Human Embryonic                      Kidney hTLR5 cells……………………………………………………………………………………  HEK‐Blue™ hTLR5                      Cells hTLR5……………………………………………………………………………………………  Human TLR5 SEAP………………………………………………………………………………………………  Secreted Embryonic                      Alkaline                        Phosphatase null cells……………………………………………………………………………………….  HEK‐Blue™ null cells RL…………………………………………………………………………………………………  Refined Lysate AP…………………………………………………………………………………………………  Aqueous Phase 
xiv 
































































































































































































































































































Dilution  Sample Volume(µL)  Diluent (µL)  Total Volume(µL) 1:5  80  320  400 1:25  80 of 1:5  320  400 1:125  80 of 1:25  320  400 1:625  80 of 1:125  320  400 









  2.9.1. Reviving HEK­Blue™  hTLR5 and HEK­Blue™  Null I cells   Both HEK‐Blue™ hTLR5 (hTLR5) and HEK‐Blue™ Null I (null) cells were stored in 1ml aliquots in cryovials in liquid nitrogen prior to use.  To start a new culture for testing, a vial of each type of cell was removed from liquid nitrogen and placed in a 37°C water bath to thaw.  Two T75 flasks (Corning, Tewksbury, MA) for each type of HEK cell were filled with 11.5ml of growth media (DMEM w/ 4.5 g/l glucose, 10% (v/v) fetal bovine serum, 50 U/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin, 100 µg/ml Normocin™, 2mM L‐glutamine) previously warmed to 37°C in a water bath.  0.5ml of thawed cells were added to the growth media in the flasks and gently swirled.  The flasks were placed in a 37°C, 5% CO2 incubator.  The cells were allowed to grow until they were 70‐80% confluent before passaging the cells to new T75 flasks.  The cells were passaged twice after removal from storage before the growth media was supplemented with Blasticidin (30 µg/ml) and Zeocin™ (100 µg/ml) for hTLR5 cells and Zeocin™ (100 µg/ml) for the null cells.   The growth media was changed twice a week.    

































































































































































































































































































































































3.5. Stability of Recombinant FA4000 and 5088 recombinant protein at 4°C      Because the purified recombinant proteins are to be used as potential vaccines, it is important that they can be stored for a significant amount of time without losing their efficacy.  Purified FA4000 and 5088 were stored at 4°C for a 6‐month period and the TLR5 activity was tested to determine whether bioactivity was maintained during storage.  Both the FA4000 and 5088 protein sustained TLR5 activity comparable to their initial activity following purification (Tables 8 & 9).       Sample  % TLR5 activity Fraction A8  97 Fraction A8 (stored at 4°C)  125 Fraction A9  95 Fraction A9 (stored at 4°C)  110            















































































Appendix A.  Detailed Laboratory Protocols Homogenization 1. Thawing and Preparing Cells a. Remove cells from ‐80C freezer and record name of construct, fermentation date and amount of cell paste (g). b. Place cells in 4°C refrigerator and allow to thaw overnight. c. Retrieve thawed cells and chilled lysis buffer from 4°C refrigerator. d. Calculate amount of lysis buffer needed to resuspend cell paste.     Weight of cell paste (g)/0.15  =  amount of lysis buffer (ml)      e. Add a small amount of lysis buffer and stir bar to an appropriately sized container and then slowly pour thawed cells into the lysis buffer while stirring. f. Rinse remaining cells from bottle using lysis buffer and add to container to be used for resuspending the cells.   g. Add remaining amount of lysis buffer to container.   h. Mix on stir plate for at least 20 minutes.   Keep resuspended cells cold in an ice bath while stirring.   




  4. Clean the Homogenizer a. Fill the hopper with 2L ddH2O. b. Run through the homogenizer and discard. c. Fill the hopper with 2L fresh ddH2O and recirculate for at least 10 minutes. d. Drain from homogenizer and discard. e. Fill hopper with 0.1N NaOH and recirculate for 10 minutes. f. Drain from homogenizer and discard.   
 Clarification by Centrifugation 1. Turn on centrifuge and set temperature to 4°C. 2. Aliquot equal volumes of lysate into centrifuge bottles and weigh each bottle to      ensure that the centrifuge is balanced.   3. Load into centrifuge and spin for 1h @10,000rpm.   4. After centrifugation, collect supernatant via pipetting (pellet will be loose). 5. Pool the supernatants and measure total weight and volume.   6. Take sample of the pooled supernatant (2 x 1ml) 7. Pool pellets and weigh.  Resuspend in Pellet Resuspension buffer equal to volume of supernatant.  (May sample a smaller amount of the pellet and add equivalent amount of Pellet Resuspension Buffer) 8. Discard the pellet.  Polyethylene Glycol 3350 Protein Precipitation 1. Determine the amount of PEG 3350 needed for precipitation.     Amount of PEG 3350 to add= pooled supernatant volume (ml)*0.04 (4%) 2. Weigh out required amount of PEG 3350. 3.  Slowly add the PEG 3350 to the pooled supernatant while stirring. 4. Once all of the PEG 3350 has been added and dissolved, allow to stir for ≥ 15 minutes.  5. Aliquot equal volumes of the pooled supernatant into centrifuge bottles and weigh each bottle to ensure that the centrifuge is balanced.   6. Load into centrifuge and spin for 1h @10,000rpm, 4°C.   
74 
7. After centrifugation, collect supernatant via pipetting or gently pouring       Measure volume of supernatant, sample (2 x 1ml) and discard. 



























































TLR5 Assay Day 1 1. Prepare test medium (same as growth medium)   DMEM, 4.5g/l glucose   50ul/ml penicillin   50ug/ml streptomycin   100ug/ml Normocin,   2mM L‐glutamine   10% (v/v) heat‐inactivated FBS      2. Prepare cell suspension of HEK‐blue‐hTLR5 cells and null cells of ~140,000 cells/ml in test medium Counting HEK cells with Neubauer hemocytometer a.  Count the cells in the 4 large corner squares and the large middle        square (each large square is made up of 16 little squares) b.  Add the total cell count (must be >than 100 total) c.  Calculating cell #   (Total # cells counted/0.5mm3) (1000)(dilution factor) =            #cells/ml  3. Add 20ul of each sample per well of a flat bottom 96 well plate 4. Add 20ul of RecFLA‐ST (flagellin) in one well as a positive control and 20ul of sterile, endotoxin free water in another well as a negative control 5. Add 180ul of cell suspension/well 6. Incubate plate at 37C in a CO2 incubator for 20‐24 hours.  Day 2   1. Prepare QUANTI‐Blue solution 2. Add 180ul of resuspended QUANTI‐Blue per well of a 96‐well plate. 3. Incubate the plate at 37C incubator for 1‐3h. 4. Determine SEAP levels using a spectrophotometer at 620‐655λ           
79 
Reviving TLR5 cells from glycerol stock  1. Before using the tissue culture hood, clean the hood with 70% ethanol. 2. Remove glycerol stocks from nitrogen storage and place in 37°C water bath to        thaw. 3. While glycerol stocks are thawing, add required amount of growth media w/o  





















Homogenization  Resuspended cell paste     x      Homogenization  lysate (final pass)  x  x  x   Initial spin  pooled supernatant  x  x      Initial spin  resuspended pellet   x  x      PEG precipitation  pooled supernantant  x  x      Resuspension  resuspended pellet   x  x      Refined Lysate  RL supernatant   x   x   x   Refined Lysate  post spin resuspended pellet   x  x      2‐phase  Aqueous phase  x  x      2‐phase  Detergent phase  x  x     2‐phase  Filtered aqueous phase  x  x  x   HIC  HIC load  x  x      HIC  Flow through (FT)  x  x      HIC  Wash  x  x      HIC  Peak Fractions  x  x  x   x HIC  Strip  x  x     
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Appendix C.  Mass Spectrophotometry Results 5088 
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